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　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨
「第1章　マウスからのβordθfθ〃a肋Z〃分離例と分離株の生物学的性状」
　著者は呼吸器症状（小鳥が鳴くような異常呼吸音）を示す1匹のC57BL／6マウスの気管ならびに肺
から、オキシダーゼ陽性、カタラーゼ陽性のグラム陰性桿菌を純培養の状態で分離した。このマウス
は既知の病原体の検査は全て陰性であった。症状を示したマウスの肺副葉は赤色肝変化していたが、
その他の臓器に肉眼的な著変は認められなかった。また、このマウスに対し病理組織学的検査を実施
した結果、鼻炎、気管炎ならびに気管支肺炎が認められた。16S　rRNA遺伝子の塩基配列の解析を実施
した結果、分離株はデータベース上のR1励捌のデータと高い相同性（99．9％）を示した。続いて実
施したBo74θ’6〃α属他種菌との16S　rRNA遺伝子の塩基配列系統樹解析の結果、分離株は且1励zπLMG
13501T株とともに独立したクラスターを形成した。以上の結果からマウスから且1励痂を分離・同定
し、本菌がマウスの呼吸器病変に関与している可能性を示した。
「第皿章　a痂z〃マウス由来株のマウスに対する病原性の解明」
　且1励痂分離株のマウスへの病原性を明らかにするために、免疫機能が正常なマウス（ICRマウス）
ならびに免疫機能不全マウス（NOD－scidマウス）を用い感染実験を実施した。　i接種菌液濃度が異なる
2群（1群5匹、高濃度群：107CFU／ml、低濃度群：103CFU／ml）を設定した。菌液接種後、　NOD－scid
マウスでは3日目までに、ICRマウスでは10日目までに、全匹において小鳥の鳴くような異常呼吸音
が観察された。また、NOD－scidマウスでは軽度の呼吸困難も観察された。これらの症状は実験期間中
継続したが、ICRの症状は時間とともに軽微になっていった。実験期間中に高濃度菌液接種群ならび
に低濃度菌液接種群のNoD－scidマウスそれぞれ1匹が死亡した。また、高濃度接種群のNoD－scidマ
ウス2匹に重度の呼吸困難が観察されたため、安楽死を実施した。実験期間終了後の剖検ではマウス
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全例において、肉眼的な著変は観察されなかったものの、病理組織学的検査ではICRマウスとNOD－
scidマウスに鼻炎ならびに気管支肺炎が観察された。この病像に加えNOD．scidマウスでは、全例にお
いて間質性肺炎も観察された。菌分離では菌液を接種したマウス全例の鼻腔、気管、盲腸から菌が分
離された。また低濃度菌液接種群のICRマウス1例を除く全例の肺から菌が分離された。これらの結
果から、B．1励罐がマウスに呼吸器感染症を引き起こ’すことを証明した。
「第皿章　わが国のマウス実験動物施設におけるaわ’ηz〃の流行様態調査と感染マウスの病態」
　わが国におけるB1励z∫∫の流行様態を調査するために、延べ1020施設由来の6040匹のマウスに対し、
気管からの菌分離を行った。また、自然感染下での且〃ηzκの病態を調査するために、任意のマウス
において、鼻腔、肺からの菌分離を実施すると同時に、病理組織学的検査を実施した。調査の結果、
24施設の大学・研究所実験動物施設由来の呂8匹のマウスが81励痂を保有していた。製薬会社の実験
動物施設由来のマウスに、且1励漉を保有しているものはいなかった。調査した890の大学・研究所の
施設のB．1伽z∫’陽性率は2．7％と、同時期に実施した調査における嶢虫（孟∫ρ∫oπ1κ7’∫spp。または
二面αo∫σspp．、3．0％）、　Mouse　hepatiUs　virus（2．9％）と同程度であった。88匹のE1励z’∫保菌マウス
のうち、既知の病原体との混合感染が認められなかった59匹から任意で選んだ14匹のマウスに対して、
鼻腔、肺からの菌分離と病理組織学的検査を実施した。その結果、全例において、気管だけではなく
鼻腔からも且1二三が分離されたが、肺からは分離されなかった。これらのマウスでは、14匹全例に
おいて病理組織学的検査で鼻炎が確認されたが、肺には病変は確認されなかった。本結果から、わが
国のマウス飼育実験動物施設にR雇η罐が広く存在していることを明らかにした。また、B伽痂が自
然感染下においてマウスの鼻腔に病変を形成することも明らかにした。
「第v章　a配ηz〃の分子生物学的同定法の確立」
　次にR1励g〃を迅速に同定することが可能なPolymerase　Chain　Reaction（PCR）同定法の確立を目
指し、特異的なPCRプライマーの設計を行い、その評価を実施した。　PCRプライマーの標的とした
DNAジャイレースサブユニットB（gy沼）遺伝子の配列を決定するために、81励捌マウス由来株3株
を用い、塩基配列を決定した。その塩基配列を基に1組のプライマーセット、CZO7ならびにNJO5を
設計した。これらプライマーのR肋z痂への特異性を確認するために、データベース上の全塩基配列
と比較した。そして、8肋2z∫∫マウス由来株88株、8伽g∫’ATCC　51783株、且1z∫12漉以外のβo漉’θ〃α
属菌7株ならびに既知のマウス呼吸器病原菌（Coηηθ肱。’θ7珈規肋’sc13θ7’、　Pαs’θz鰐”α卿α‘〃zo’70ρzcα、
助。卿、脚蜘纏・）の3株に対してPCRを実施した・その結果・PCRプライマーCZO7ならびに
NJO5と完全に一致する醐はデータベ「ス上には見つからなかった・また・本プライマーゼ・トを用
いたPCRでは且伽z∫∫マウス由来株88株と且1伽痂ArC651783株からは推定された大きさ（774　bp）
のPCR産物が確認され、それ以外の菌種からは遺伝子の増幅は確認されなかった。これらの結果から、
且〃∫η痂特異的なPCRプライマーセットの特異性が確認され、本菌の迅速な同定が可能なPCR同定法
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を確立できた。
「総括」
　本研究により、E肋z痂がマウスの呼吸器病原体であること、そして、わが国の実験動物施設に広
く流布していることが明らかになった。また、本菌を迅速に同定することが可能な特異的プライマー
セットを用いたPCR同定法を確立した。本研究は81励罐をマウスから分離し、病原体として証明し
た初めての報告である。今後、本菌は実験動物のマウスの微生物学的統御の対象として、継続的に検
査を実施する必要があると考えられる。本菌に関するこれらの研究結果は、今後の実験動物の微生物
学的コントロールに有用な多くの資料と示唆を提示できたと考える。
　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　本論文は、呼吸器症状を示した1匹のマウス（C57BL／6）から分離された、Bo名4ε’6〃α1励2’∫（R伽2∫∫）
がマウスにとって重要な呼吸器感染症の原因菌であることを世界で初めて確認した論文である。
　本論文は4章から構成されている。第1章では、呼吸器症状を呈したマウスに対して微生物学的検査、
病理組織学的検査を実施し、分離された菌の生物学的性状、ならびに16S　rRNA遺伝子の塩基配列を解
析した結果、本呼吸器感染症の原因菌がR肋z捌であることを究明した。さらに、マウスに対する病
原性は認められないとされていた8〃勿漉がマウス呼吸器感染症の原因菌の一つであることを示した。
　第2章では、B1励2∫∫のマウスに対する病原性を明らかにするため、免疫機i能が正常なマウス（ICR
マウス）ならびに免疫機能不全のマウス（NOD－scidマウス）への感染実験を実施している。その結果、
全例のマウスにおいて小鳥の鳴くような異常呼吸音を発する症状の他、全例に鼻炎ならびに気管支肺
炎を示す病理組織学的所見を確認すると同時に、その鼻腔、気管からR配廊∫を分離している。また、
NOD－scidマウスでは、呼吸困難iを示す個体や死亡する個体が観察されている。しかし、　ICRマウスで
は重症例や死亡例は観察されず、外見的には症状も軽微であり、時間とともに消失することを確認し
ている。
　本砥究は、B．厩漉はマウスに呼吸器感染症を引き起こす原因菌であり、免疫不全のマウスは勿論
のこと、ストレス、コーチゾン投与、X線照射などの実験環境下では、致死性を示す原因菌となるこ
とを示した。
　第3章では、国内の実験動物施設におけるR伽罐によるマウスの感染状況を調査している。延べ
1，020施設由来の6，040匹のマウスを調査した結果、重複している施設を除く24施設の大学・研究所実
験動物施設から合計88匹のマウスがR1励罐に感染し、本菌を保有していることを示した。製薬会社
の実験動物施設からは本菌は観察されておらず、製薬会社を除く890の大学・研究所の施設における
本四の陽性率は2．7％であることが判明した。本菌を保菌しているマウスのうち、任意で選んだ14匹
のマウスの鼻腔や気管からもR1励痂が分離され、その鼻腔、気管に病変を確認している。　B励捌に
よる感染率は、国内において微生物モニタリング対象に指定されている嶢虫（、45ρ’6蜘7ゴεspp．または
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助助αo∫αspp．；3．0％）、　Mouse　hepatltis　virus（2．9％）などの感染症における感染率に匹敵するもので
あり、国内に広く流布している情況が本研究により示された。実験動物学的に考えれば、E房ηzガは、
国内外を問わずマウスの呼吸器感染症として今後コントロールすべきであることを強く示唆し、警鐘
を与えるものである。
　第4章ではPolymerase　Chain　Reaction（PCR）を用い、8伽罐の迅速な分子生物学的同定法を確立
した。PCRプライマーの標的となる遺伝子配列を決定し、プライマーセットを設計し、第1章で分離
されたR1伽捌ならびに調査において分離された株、計88株と8励漉LMG　13501T株を対象にPCR
検査を実施したところ、推定された大きさ（774bp）のPCR産物を確認している。一方、8肋zzπと
は異なる菌種のBo746観1σ属菌7株および既知のマウス呼吸器病原菌（Ooη紹伽。’6吻〃2々班ε6肋ガ、
勘ε’θκγθ〃α勿餌〃～o’アoρ∫cα、！吻60ρ1αε〃～α勿伽。耽）からは、PCR産物は確認されていない。本研究より、
設計したR肋漉検査用PCRプライマーセットの特異性は、非常に高いことを示しており、本菌の迅
速な同定法として期待するところは大きい。
　本論文は、8伽漉がマウスの呼吸器病原体であることを世界で初めて示したものである。本研究
により、B．1伽zπは、わが国の実験動物施設に広く流布していることが明らかにされ、マウスの呼吸
器感染症としてコントロールすべき微生物であることを示した成果は大きい。よって審査委員は全員
一致で博：士（獣医）の学位に値するものと判断した。
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